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摘要 :目的 探讨 大 菩提 取 物 二 烯 两 基 二 硫 (DADS) 对 乳腺 癌 MCF-7 细 胞 侵袭 转移 的 作用 及 其 机 制 。 方 法 采用 不 同 浓度 (0， 
100,200,400 umol/L)DADS 处 理 MCEF-7 人 乳腺 癌 细 胞 24 h, Transwell 侵袭 实 验 检测 DADS 对 细胞 侵袭 的 作用 , 划 痕 愈合 实验 
WZ DADS 对 细胞 迁移 的 改变 , Western blotting 检测 细胞 中 上 皮 标 志和 蛋白 E- 钙 黏 蛋 白 (E-cadherin) 间 质 标志 蛋白 波形 蛋白 
(Vimentin) 和 基质 金属 蛋白 MMP-9 的 表达 和 p38 活性 ;TGF-B1 上 调 p-p38 表 达 后 上 述 作 用 的 变化 。 结 果 Transwell Ila] Jit fé 
合 实 验 发 现 DADS 呈 浓度 依赖 性 抑制 MCF-7 细胞 的 侵袭 和 迁移 能 力 , Western blotting 结果 表明 DADS 可 抑制 Vimentin 和 
MMP-9 的 蛋白 表达 ,上 调 E-cadherin 的 表达 而 下 调 p38 活 性 ;TGF-B1 可 上 调 p-p38 和 MMP-9 表 达 , 明 显 抵消 DADS 对 MCF-7 
细胞 的 抑制 效果 。 结 论 DADS 可 下 调 p38 活 性 ,抑制 MCF-7 细 胞 的 侵袭 转移 。 

关键 词 :二 烯 两 基 二 硫 (DADS); 乳 腺 癌 MCEF-7 细 胞 ;p38 活 性 ;侵袭 ;转移 


Diallyl disulfide inhibits invasion and metastasis of MCF-7 breast cancer cells in vitro by 


down-regulating p38 activity 
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Abstract: Objective To investigate the effect of diallyl disulfide (DADS) on invasion and metastasis of human breast cancer 
MCF-7 cells and explore the possible mechanism. Methods MCF-7 cells treated with 100, 200, and 400 umol/L of DADS for 24 
h were examined for cell invasion and migration capacities using Transwell assay and wound healing assay, respectively. The 


protein expression of E-cadherin, vimentin, MMP-9 and p-p38 in the cells were detected with Western blotting. The effect of 
transforming growth factor-B1 (TGF-B1) as the agonist of p38 activity was tested in antagonizing the effects of DADS. Results 


DADS inhibited the invasion and migration of MCF-7 cells in a dose-dependent manner, down-regulated the protein 
expression of Vimentin and MMP-9 and up-regulated E-cadherin expression in the cells. Treatment with TGF-p1 to 
up-regulate p38 activity obviously antagonized the inhibitory effect of DADS on the invasion and metastasis of MCF-7 cells. 


Conclusion DADS can inhibit the invasion and metastasis of MCF-7 cells in vitro by down-regulating p38 activity. 
Key words: diallyl disulfide; MCF-7 breast cancer cells; p38 activity; invasion; metastasis 


近年 来 ,我 国 乳腺 瘤 发 病 率 位 居 女 性 恶性 肿瘤 首 
位 ,严重 威胁 着 女性 的 生命 和 健康 ”“。 侵 袭 转移 是 恶性 
肿瘤 重要 的 生物 学 特征 , 远 处 转移 是 肪 乳癌 致死 的 主要 
原因 之 一 ”。 尽 管 对 乳腺 肿瘤 的 研究 取得 了 一 些 进 展 ， 
但 迄今 为 止 相关 机 制 尚 未 完全 阐明 ,尤其 中 晚期 癌症 患 
者 发 生 癌症 侵袭 转移 的 机 理 不 清楚 。 如 能 针对 天 然 抗 
肿瘤 活性 物质 进行 相关 的 抗 乳腺 癌 作 用 机 制 研究 ,将 对 
该 病 防 治 具有 重要 意义 。 
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KERN AARRE ZEE Ti TR FECE] 0 , RUN 
药物 化 学 研究 证 明 ” ,其 主要 有 效 成 分 为 有 机 硫化 合 物 
(organosulfur compound, OSCS) ,对 肿瘤 防治 起 作用 的 
物质 主要 是 二 烯 丙 基 二 硫 (diallyl disulfide, DADS) 和 
二 烯 丙 基 三 硫 (diallyl trisulfide, DATS)。 其 中 DADS 
对 乳腺 癌 、 宫 颈 癌 、 结 肠 癌 和 白血病 等 多 种 肿瘤 均 有 明 
显 的 抑制 作用 5 ,提示 其 可 能 是 一 种 具有 开发 潜力 的 新 
型 抗 癌 药 物 。 最 新 研究 初步 提示 ,DADS 可 抑制 三 
阴性 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 的 增殖 和 迁移 ,而 对 雌 
激素 受 体 阳 性 MCF-7 细 胞 是 否 存 在 相似 作用 ?具体 机 
制 如 何 ? 因此 ,本 研究 主要 探讨 DADS 对 乳腺 癌 
MCF-7 细 胞 侵袭 转移 的 作用 及 其 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 
乳腺 癌 MCF-7 细 胞 购 自 中 科 院 上 海 生 命 科学 研究 


201712.00942v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(6): 814-818 * 815. 


完 细 胞 资源 中 心 ,DADS .b-actin 一 抗 和 Transwell 小 室 
均 购 于 Sigma 公 司 ,TGF-B1 为 Peprotech 产 品 ,E-cadherin 
和 Vimentin 一 抗 购 自 万 类 生物 ,p38 和 p-p38 一 抗 购 自 
Cell Signaling Technology (CST) , MMP-9 一 抗 为 
Santa Cruz 公 司 产 品 , 沫 根 过 氧化 物 酶 标记 的 抗 鼠 和 抗 
兔 二 抗 购 于 联 科 生 物 公司 。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 分 组 DADS 量 效 组 :(0.100.200.400 pmol/L) 
DADS 处 理 MCF-7 乳腺 癌 细 胞 24 h。TGF-B1 处 理 细 
胞 上 调 p-p38 表 达 , 具 体 分 组 为 :对 照 组 和 DADS 组 分 
别 指 0 和 200 umol/L DADS 处 理 MCF-7 细胞 24 h, 
TGF-B1 组 是 10 ng/mL TGF-B1 单 独处 理 细胞 24 h, 
TGF-B1+DADS 组 是 10 ng/mL TGF-B1 预 处 理 30 min 后 
和 200 umol/L DADS 共 同 处 理 细 胞 24 ho 

1.2.2 Transwell 侵 袭 实验 检测 细胞 侵 歼 能力 Transwell 
上 室 均 匀 铺 无 血清 培养 基 稀 释 混 匀 后 的 Matrigel, 每 筷 
加 入 100 由 L 细 胞 悬 液 (细胞 密度 1x10' 个 /mL), 下 室 加 
A500 LE 10961fi hI DMEM, 32:24 h。 取 出 小 室 ， 
擦 去 上 室 面 的 Matrigel 和 非 侵袭 细胞 ,下 室 用 4% 多 聚 
甲醛 固定 ,结晶 紫 染 色 .漂洗 .了 晾 干 ,倒置 显微镜 下 观 
察 。 用 Image ProPlus 软 件 扫描 图 片 ,计数 各 组 细胞 ,与 
对 照 组 比较 ,计算 相对 比值 为 处 理 组 细胞 侵 究 率 。 

1.2.3 划 痕 愈合 实验 检测 细胞 迁移 能 力 在 待 铺 板 的 6 
孔 板 背后 均匀 划 5 条 横 线 ,以 每 孔 Sx10; 个 /mL 的 细胞 
密度 接种 细胞 ,培养 箱 中 孵育 12 h 后 ,用 tip 头 垂直 横 线 
划 痕 ,显微镜 下 每 组 即时 拍照 作为 0h 图 片 ;各 组 加 入 不 
同 浓度 药物 处 理 后 继续 培养 24 h, 再 用 显微镜 拍照 为 


* 


Lol E "T F 
A NL ac eT Seu 
2. v. - = = C Lm $ av Tea 
Ma e o A o EL 
Ea RP ` rua udi 
pT e P A "Tar 
E al Pa "ah maid n" u rt 
ehe Wu eu uo Par a, gll P 
Bx... 55 7, z M y x % 
* " Pd ae “ar 1 LI 1 
^ ‘PE R XE L^T MENT 
B | 
Oh 
a b C 
24h 
a b c 


2.22 DADS 对 细胞 中 E-cadherin, Vimentin, p-p38 和 
MMP-9 等 蛋白 表达 的 影响 
Western blot 结 果 发 现 , 随 着 DADS 处 理 浓度 的 增 


24 h 图 片 。 结 果 应 用 Image ProPlus 软件 扫描 图 片 , 计 
算 各 组 细胞 迁移 率 , 即 各 组 0h 划 痕 区 域 的 面积 减 去 
24jh 划 痕 愈 合 后 空白 区 域 的 面积 , 除 以 0h 划 痕 区 域 的 
面积 ,再 乘 以 100%。 

1.2.4 Western blot 检 测 细胞 中 的 蛋白 表达 细胞 加 药 
分 组 , 提 和 蛋白 ,BCA 和 蛋白 定量 。 根 据 总 蛋白 计算 上 样 体 
积 ,依次 电泳 转 膜 ,封闭 , 旦 适当 稀释 比 的 一 抗 和 二 抗 ， 
显影 。AlphaImager2200 软 件 扫描 条 带 灰 度 。 

1.2.5 统计 学 分 析 实验 结果 中 的 数据 采用 均 数 + 标准 
差 表 示 ,统计 处 理 采 用 SPSS 20.0, 组 间 比 较 应 用 方差 分 
析 和 :检验 ,以 P<0.05 判 定 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 DADS 对 MCF-7 细 胞 侵袭 和 迁移 的 影响 

参照 文献 [12], 预 实验 中 用 平板 克隆 形成 实验 观察 
0.100.200 和 400 umol/L DADS 对 MCF-7 细 胞 增殖 的 
影响 ,结果 发 现 , 随 着 处 理 浓度 的 增加 ,DADS 对 MCF-7 
细胞 增殖 的 抑制 作用 逐渐 增强 ,并 由 此 筛选 了 这 4 组 浓 

Transwell 侵袭 实验 检测 结果 表明 :与 0 hmolL 对 
照 组 相 比 ,100、200 和 400 umol/L DADS 组 MCF-7 细 
胞 穿 过 基底 膜 的 数目 均 明 显 减少 (P<0.05, 图 1A)。 提 
示 DADS 可 呈 浓 度 依 赖 性 抑制 MCEF-7 细 胞 的 侵袭 能 
力 。 划 痕 愈 合 实验 结果 显示 ,经 DADS 处 理 后 的 
MCF-7 细 胞 ,与 0 umol/L DADS 组 相 比 , 随 着 处 理 浓度 
的 增加 ,细胞 迁移 能 力 显著 降低 (图 1B)。 
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图 1 DADS 抑 制 MCF-7 细 胞 侵袭 迁移 . 

Fig. DADS inhibits invasion and migration of 
d MCF-7 cells. A: Transwell assay (Original 

magnification: x 100); B: Wound healing assay 

(x 40). a-d: 0, 100, 200, and 400 umol/L DADS, 

respectively. *P«0.05 vs 0 umol/L DADS group (n= 

3). 


加 ,MCF-7 细胞 中 EMT 特 征 分 子 Vimentin 表达 降低 ， 
E-cadherin 表达 增强 ,MMP-9 和 蛋白 表达 减弱 ,p-p38 表 达 
明显 降低 ,具有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 2) ,而 p38 表达 
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图 2 DADS 对 MCF-7 细 胞 中 E-cadherin, Vimentin, p-p38 和 MMP-9 等 蛋白 表达 的 影响 

Fig.2 Effect of DADS on protein expressions of E-cadherin, vimentin, p-p38 and MMP-9 in MCF-7 cells. A: Western 
blotting for E-cadherin and vimentin; B: Western blotting for p-p38 and MMP-9. *P«0.05, *P«0.05 vs 0 hmoML DADS 
group (1-3). 


基本 无 改变 。 提 示 DADS 可 能 通过 抑制 p38 活 性 ,降低 
MMP-9 的 表达 和 调控 EMT 特征 分 子 的 表达 ,从 而 抑 于 
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2.3 TGF-B1 对 MCF-7 细胞 中 p-p38 5 MMP-9 等 蛋白 


表达 的 影响 Ca 40 000 
综合 上 述 结果 , 接 下 来 的 实验 中 取 200 pmol/L " mS 


DADS 处 理 细 胞 24 h 作 为 DADS 组 。 为 进一步 验证 人 MS" 
DADS 经 p38 途径 抑制 乳腺 癌 细 胞 侵袭 迁移 ,采用 


TGF-B1 上 调 p-p38 表 达 。 参 照 文献 [13] 并 结合 预 实验 ， Dacin SNN ct ot t 000 
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取 10 ng/mL TGF-B1 处 理 细胞 24 h 作 为 TGF-B1 组 ， 
TGF-B1+DADS 组 是 10 ng/mL TGF-B1 预 旭 理 30 min 后 B Ww ps 
和 200 umol/L DADS 共 同 处 理 细胞 24 ho IT la TI Œs, 
Western blotting 结果 显示 ,DADS 组 MCF-7 细 胞 12 
中 p-p38 和 MMP-9 和 蛋白 表达 明显 减弱 ,TGF-B1 组 表达 mI 


明显 增强 ,而 DADS+TGF-B1 组 较 TGF-B1 组 表达 明显 
减弱 ,但 较 DADS 组 表达 增强 (P 均 <0.05, 图 3),p38 表 
达 未 见 明 显 改 变 。 提 示 TGF-B1 可 上 调 p-p38 和 
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MMP-9 的 表达 ,延缓 DADS 对 MCEF-7 细 胞 中 p-p38 和 0.0 
` H C 1 DADS TGF-B1 DADS+TGF-ß1 
MMP-9 和 蛋白 表达 的 抑制 作用 。 i Me 
> 、 23b: -p1 S -7 细胞 中 p-p38 和 
24 Jp- X 4] TGF-81 对 MCF-7 细 胞 侵袭 迁移 图 3 TGF-Bl1 和 DADS 对 MCF-7 p-p 
n 调 p-p38 表 达 的 TGF-B1 对 色 侵袭 迁移 MAP IRE RANE 
的 影响 Fig.3 Effect of TGF-B1 and DADS on the protein 
Transwell 28 3: us 2i; 3: : DADS ZH MCF-7 4H expression of p-p38 and MMP-9 in MCF-7 cells. *P« 
胞 穿 过 基底 膜 的 数 目 较 对 照 组 明显 减少 ,TGF-B1 组 细 0.05, *P«0.05 (n-3). A: Western blotting for p-p38 


and MMP-9; B: Quantitative analysis of the results 


胞 数目 显著 增多 ， TGF-B1 与 DADS 共同 处 理 组 细胞 数 of Western blotting. 
目 与 DADS 组 相 比 略 有 升 高 ,与 TGF-B1 组 相 比 明显 减 
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少 (P 均 <0.05, 图 4A)。 提 示 TGF-B1 可 加 强 MCF-7 细 
胞 的 侵袭 能 力 ,部 分 抵消 DADS 对 MCF-7 细 胞 侵袭 的 
抑制 作用 。 

划 痕 愈合 实验 结果 显示 ,与 对 照 组 相 比 ,DADS 组 
细胞 迁移 能 力 显著 降低 , 划 痕 后 的 细胞 经 TGF-B1 处 理 
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3 Wit 

DADS 能 明显 抑制 MDA-MB-231 乳腺 癌 细 胞 增 
殖 和 转移 " ,而 对 MCF-7 细 胞 的 侵袭 转移 作用 如 何 ? 
至 今 未 见报 道 。 我 们 首先 应 用 Transwell 侵 检 实 验 和 划 
痕 愈 合 实验 系统 观察 ,结果 发 现 ,DADS 随处 理 浓度 的 
增加 ,可 明显 抑制 MCEF-7 细 胞 的 侵 黎 迁 移 能 力 (图 1)。 

上 皮 细 胞 间 质 化 (epithelial-mesenchymal transition, 
EMT) 是 上 皮 细 胞 通过 特定 程序 从 黏附 细胞 形态 向 具 
有 间 质 表 型 游离 细胞 形态 转化 ,并 获得 侵 人 细胞 外 基质 
能 力 的 一 系列 转化 过 程 , 可 分 为 3 种 类 型 。 其 中 亚 型 
EMT 与 肿瘤 形成 及 转移 相关 : 癌 细 胞 向 间 质 细胞 表现 
转化 而 具有 侵 秦 性 并 向 肿瘤 发 展 “, 进 而 形成 局 部 扩散 
发 生 转 移 。 在 EMT 过 程 中 ,上 皮 标 志 物 E-cadherin 表 
达 降 低 , 间 质 标志 物 Vimentin 表达 升 高 ,细胞 侵袭 转移 
能 力 增强 。 乳 腺 癌 95% 为 上 皮 来 源 的 恶性 类 型 ,EMT 
在 乳腺 癌 的 发 生 和 发 展 中 起 到 重要 作用 ,日 与 导管 原 位 
癌 发 展 成 为 浸润 性 乳腺 癌 和 乳腺 癌 淋 巴结 转移 密切 相 
Ae". JEME 8 E ERE (matrix metalloproteinases, 
MMPs) 与 肿瘤 的 侵袭 转移 密切 相关 ,其 中 基质 金属 蛋 
白 酶 -9 (matrix metalloproteinase-9, MMP-9) 与 肿瘤 的 
转移 潜能 关系 最 密切 , 它 能 降解 细胞 外 基质 和 基底 膜 ， 
使 基底 膜 完 整 性 的 破坏 引起 肿瘤 细胞 发 生 局 部 侵袭 和 
远 处 转移 "所 。 通 过 Western blot 检 测 ,我 们 进一步 发 


DADS«TGF-f1 24 h 


后 , 划 痕 区 域 明 显 愈合 ,而 TGF-B1+DADS 组 的 划 痕 区 
域 愈合 情况 不 如 TGF-B1 明 显 , 但 比 DADS 组 增强 (P 均 
<0.05, 图 4B)。 提 示 TGF-B1 可 促进 MCF-7 细胞 迁移 ， 
部 分 抵消 DADS 对 MCF-7 细 胞 迁移 的 抑制 作用 。 


DADS+TGF-B10h 


图 4 TGF-B1 和 DADS 对 MCF-7 细胞 侵袭 迁移 

的 影响 
d Fig:4 Effect of TGF-B1 and DADS on the invasion 
and migration of MCF-7 cells. A: Transwell 
invasion assay (Original magnification: x 100). a: 
Control; b: DADS; c: TGF-B1; d: DADS+TGF-B1; 
B: Wound healing assay (Original magnification: x 
40). *P«0.05 (1-3). 


现 ,DADS 可 显著 下 调 MCF-7 细胞 中 MMP-9 和 
Vimentin 的 表达 ,上 调 E-cadherin 的 表达 (图 2)。 进 一 
步 证 实 DADS 对 乳腺 癌 细 胞 侵袭 转移 的 抑制 作用 。 
肿瘤 侵袭 转移 相关 基因 的 调节 涉及 复杂 的 机 制 及 
多 条 信和 号 转 导 途径 ,其 中 MAPK 通 路 是 研究 最 多 的 激 
酶 通路 ”。 在 哺乳 动物 细胞 中 ,MAPK 信 和 号 转 导 通 路 主 
要 有 3 条 , 即 细胞 外 信号 调节 激酶 (ERK) 通 路 JNK 通 路 
和 p38 通路 。 当 中 p38 MAPK 是 真 核 细胞 介 导 细胞 外 
信和 号 到 细胞 内 反应 的 重要 和 蛋白 激酶 :内 源 性 p38 MAPK 
的 活性 与 乳癌 细胞 的 侵袭 转移 密切 相关 ”。 上 述 过 程 
提示 p38 MAPK 通 路 在 肿瘤 浸润 转移 过 程 中 起 着 重要 
作用 。 我 们 的 检测 结果 发 现 ,DADS 在 抑制 乳腺 癌 细 胞 
侵袭 转 移 的 同时 ,下 调 p38 活 性 (图 2)。 转 化 生长 因子 B 
1 (transforming growth factor B1, TGF-B1) 是 一 种 分 布 
广泛 ,在 细胞 外 基质 形成 .免疫 和 炎症 的 调控 以 及 肿 痛 
发 生发 展 中 起 重要 作用 的 细胞 生长 因子 。 作 为 
p38MAPK 信号 途径 中 重要 的 上 游 介质 ,TGF-B1 通 过 
KK 介 导 激活 p38MAPK,MAPK 底 物 绝 大 部 分 是 核 
转录 因子 ,通过 对 下 游 多 种 靶 基 因 的 转录 调控 ,参与 细 
胞 凋 亡 、 转 分 化 .炎症 等 过 程 ””。TGF-B1 可 上 调 p-p38 
和 MMP-9 的 表达 ,明显 抵消 DADS 对 MCF-7 细 胞 侵袭 
迁移 的 抑制 效果 (图 3,4)。 说 明 DADS 确 可 通过 p38 途 
径 抑 制 MCF-7 细 胞 的 侵袭 转移 。 
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接 下 来 我 们 将 进一步 通过 动物 实验 验证 其 在 体内 
是 否 具 有 一 致 作用 并 探讨 可 能 机 制 ,以 期 为 乳腺 癌 提 供 
新 的 治疗 靶 点 并 深入 开发 DADS 的 抗 肿瘤 作用 。 
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